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SUMMARY 
 
Neutrophils are highly specialized members of the innate immune system and 
are often the first immune cells to arrive at a site of infection. Their primary 
function is phagocytosis and destruction of micro-organisms and foreign mate-
rial. Several lung diseases, like COPD, asbestosis, ARDS, cystic fibrosis and 
idiopathic pulmonary fibrosis have to cope with neutrophilia. It is important that 
the consequences of neutrophilia, and MPO exposure specifically, for lung 
epithelial cells and responses by epithelial cells to neutrophil exposure are 
investigated. Neutrophilia is a key contributor to a variety of lung diseases and 
is therefore of significant clinical relevance. The overall aim of this work was to 
address the response of lung epithelial cells to infiltrating neutrophils on mo-
lecular, protein and whole cell level. There was furthermore a specific focus on 
the contributing effects of the neutrophilic enzyme MPO. An in vitro model and 
several mouse models of acute and chronic lung inflammation together with 
knock-out and transgenic approaches were used to address the above men-
tioned aims.  The results of the conducted studies are summarized below.  
 
Myeloperoxidase modulates lung epithelial responses to pro-
inflammatory agents 
In this study we focused on the responses of bronchial and alveolar epithelial 
cells to MPO exposure, with or without pre-exposure to a pro-inflammatory 
agent. The endpoints determined were 1) the up-take of MPO by lung epithe-
lial cells, 2) DNA strand breakage by MPO, 3) oxidative stress responses and 
4) the production of chemo-attractants. Furthermore we explored involvement 
of NF-B and AP-1 signaling.  Analysis of MPO stimulated cells showed MPO 
up-take by bronchial and alveolar epithelial cells.  DNA strand breakage was 
increased by MPO, but this was a temporary effect. Furthermore, MPO expo-
sure resulted in increased oxidative stress levels indirectly measured by the 
upregulation of ho-1, which was further increased when cells were primed with 
a pro-inflammatory stimulus. Interestingly, MPO can inhibit IL-8 production by 
bronchial but not alveolar epithelium, indicating a possible negative feedback 
loop. Although IL-8 production involves NF-B and/or AP-1 signaling, neither 
of these transcription factors were up- or down regulated after MPO exposure.  
 
Asbestos-induced lung inflammation and epithelial cell proliferation are 
altered in myeloperoxidase null mice 
This animal study aimed to unravel the contributing effects of MPO on the 
development of lung inflammation and epithelial cell changes in a murine 
model of chrysotile asbestos-induced lung inflammation. The endpoints meas-
ured in this study were 1) localization of MPO in resident lung cells during 
inflammation, 2) general levels of cell injury, 3) levels of inflammation and in-
flammatory cell profile and 4) epithelial cell proliferation. Chrysotile asbestos 
exposure resulted in MPO localization in bronchiolar epithelial cells of inflamed 
lungs. BALF analysis revealed increased total protein levels and LDH activity 
in WT and Mpo-/- mice after asbestos exposure. BALF cell content revealed a 
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decreased inflammatory response in Mpo-/- compared to WT mice after asbes-
tos exposure. Lastly, asbestos exposed Mpo-/- mice demonstrated increased 
bronchiolar epithelial cell proliferation compared to WT mice, addressed by Ki-
67 and cyclin D1. 
  
Myeloperoxidase deficiency attenuates LPS-induced acute lung inflam-
mation and subsequent epithelial injury 
In this study we used a model of LPS-induced acute lung inflammation to test 
the hypothesis that MPO contributes to the development of lung neutrophilia 
and the subsequent oxidative stress and damage by LPS to cellular and mo-
lecular structures in the lung. To test this hypothesis the following parameters 
were evaluated 1) MPO activity and localization during acute lung inflamma-
tion, 2) neutrophil influx, 3) oxidative stress levels, 4) DNA damage, 5) nitroty-
rosine formation, 6) basal cytokine and chemokine receptor expression levels 
and 7) cytokine and chemokine expression and production levels.  A single 
intratracheal dose of LPS resulted in a dramatic increase in MPO activity in 
WT mice that was absent in Mpo-/- mice. MPO is primarily localized in clusters 
of infiltrated neutrophils. Mpo-/- mice demonstrated a significant decrease in 
neutrophil influx compared to WT mice, although the levels of ho-1 and 8-
OHdG were similar in WT and Mpo-/- mice. The formation of nitrotyrosine pro-
tein adducts after LPS exposure was decreased in Mpo-/- animals compared to 
WT mice. Basal expression levels of all cytokine and chemokine receptors 
were similar in WT and Mpo-/- mice, except for cxcr-1. Interestingly, cytokine 
and chemokine expression and production levels were altered in Mpo-/- mice 
compared to WT animals.  
 
MPO deficiency aggravates airspace elargement and modulates tissue 
remodeling mechanisms 
In this chapter we describe a study in which we used a chronic LPS-induced 
lung inflammatory model to investigate the role of MPO in the development of 
chronic lung inflammation and airspace enlargement. We furthermore made an 
attempt to elucidate underlying remodeling mechanisms. The following end-
points were measured 1) MPO activity and localization, 2) inflammatory cell 
infiltration, 3) airspace enlargement, 4) lung function, 5) anti-oxidant status of 
the lung, 6) MMP expression patterns, 7) apoptosis and 8) cytokine and 
chemokine expression patterns. Repeated LPS exposure resulted in similar 
chronic lung inflammation in WT and Mpo-/- mice with increased MPO levels 1 
day after the last exposure in WT animals. Morphological analysis revealed 
airspace enlargement after chronic LPS exposure. This airspace enlargement 
was significantly higher in Mpo-/- mice compared to WT mice. Measurable lung 
function alterations were however not found. The anti-oxidant GSH was sig-
nificantly increased after chronic LPS exposure and further enhanced in Mpo-/- 
animals compared to WT mice. The anti-oxidant vitamin C was also increased 
after LPS exposure but demonstrated a trend towards a decrease in Mpo-/- 
mice compared to WT. MMP-2, -8 and -12 were enhanced in Mpo-/- mice com-
pared to WT mice. Apoptosis was not found in the lungs of sham or LPS 
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treated WT and Mpo-/- animals. Lastly, cytokine and chemokine expression 
patterns were equal in WT and Mpo-/- mice after chronic LPS exposure. 
 
Airway epithelial NF-B activation modulates asbestos-induced inflam-
mation and mucin production in vivo 
Here we tested the hypothesis that the induction of NF-B in airway epithelium 
is a critical event associated with epithelial cell alterations, inflammation and 
fibrogenesis in a murine model of chrysotile asbestos-induced inflammation. 
This hypothesis was tested by determining 1) NF-B activation after chrysotile 
asbestos exposure, 2) epithelial cell proliferation in the different lung compart-
ments 3) mucin production and localization, 4) inflammatory cell profile, 5) 
levels of fibrosis and profibrotic gene expression and 6) cytokine and 
chemokine levels in the lung. Chrysotile asbestos exposure resulted in trans-
location of Rel A, the transcriptionally active subunit of NF-B, in WT (Tg-) but 
not CC10-IBsr (Tg+) mice. Ki-67 immunostaining revealed decreased bron-
chiolar proliferation in Tg+ mice compared to Tg- mice after 40 days of asbes-
tos exposure. Mucin production was increased in Tg+ mice compared to Tg- 
mice after 9 days of chrysotile exposure. BALF cell content revealed a shift in 
inflammatory cell profile in Tg+ mice compared to Tg- mice, which was con-
firmed by the cytokine and chemokine pattern found in Tg+ animals.   
 
Closing remarks 
From the studies conducted here we can conclude that MPO causes damage 
to protein and molecular cell structures. MPO furthermore contributes to the 
development of acute lung inflammation. The type of primary trigger responsi-
ble for the influx of neutrophils contributes to the way lung epithelial cells re-
spond during neutrophilia. This means that a better understanding of lung 
diseases where neutrophilia plays a role in will have to come from unraveling 
the different underlying pathogenic processes of these diseases. Future re-
search using cell culture and animal models in combination with different 
pathogenic substances related to the development of neutrophilia will contrib-
ute to a better understanding of the different human lung diseases. This will 
help to identify suitable therapeutic targets for each disease. 
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SAMENVATTING 
 
Achtergrond 
Het luchtwegoppervlak van humane longen wordt regelmatig blootgesteld aan 
potentieel schadelijke stoffen en micro-organismen. Dit oppervlak is bedekt 
met luchtwegepitheelcellen. Deze epitheelcellen spelen een zeer belangrijke 
rol in de afweer tegen mogelijk schadelijke stoffen. In gezonde personen is er 
niet of nauwelijks schade aan het luchtwegepitheel, maar in patiënten met een 
ontsteking gerelateerde longaandoening is dit vaak wel het geval. De schade 
bij deze individuen kan veroorzaakt zijn door blootstelling aan factoren van 
buitenaf, maar kan ook het gevolg zijn van aanwezige ontstekingscellen. Deze 
ontstekingscellen zijn aangetrokken door een soort van “lokeiwitten”, chemoki-
nen en cytokinen genaamd, geproduceerd door o.a. het luchtwegepitheel. Een 
van de voornaamste ontstekingscellen is de neutrofiel. Neutrofielen zijn 
gespecialiseerde cellen van het aangeboren immuunsysteem. Zij vormen de 
eerste verdediging ten tijde van een infectie. De voornaamste functie van neu-
trofielen is het vernietigen van micro-organismen en schadelijke stoffen.  
 
Neutrofilie in chronische en acute longaandoeningen 
Neutrofilie (door neutrofielen gedomineerde ontsteking) is een onderdeel van 
verschillende longziekten. Chronisch obstructief longlijden (COPD) is een 
aandoening aan de longen, die zich meestal op latere leeftijd uit in een gelei-
delijk en grotendeels onomkeerbare verslechterde longfunctie. Roken wordt 
gezien als de belangrijkste risicofactor voor de ontwikkeling van COPD. 80-
85% van de patiënten met COPD is dan ook een jarenlange roker (geweest). 
Belangrijk is echter wel om te vermelden dat maar 10-20% van alle rokers 
COPD ontwikkeld. Dit betekent dat ook tot nu toe onbekende genetische fac-
toren een rol spelen bij de ontwikkeling van COPD. Patiënten met COPD heb-
ben longemfyseem, chronische bronchitis of een combinatie van beide. Em-
fyseem wordt veroorzaakt door de afbraak van elastisch steunweefsel in de 
long, waardoor er uiteindelijk minder gasuitwisseling in de longen kan plaats-
vinden.  
Asbest-geïnduceerde fibrose, ook wel asbestose genaamd, is een tweede 
voorbeeld van een chronische longaandoening waarbij neutrofielen een be-
langrijke rol spelen. De ziekte ontwikkelt zich in verschillende fasen. 
Gedurende de blootstelling aan asbest is er continu ontsteking aanwezig in de 
long. Op lange termijn, soms wel tientallen jaren, zullen de asbestvezels fi-
brose (toename van bindweefsel) in de long tot gevolg hebben. Dit resulteert 
wederom in verminderde gasuitwisseling in de longen. 
Een voorbeeld van een acute longaandoening waarbij neutrofielen een belan-
grijke rol spelen is acuut respiratoir stress syndroom. Deze aandoening kan 
zich ontwikkelen als gevolg van een bestaande longziekte, maar ook als ge-
volg van bloedvergiftiging of zwaar lichamelijk letsel na een ongeluk. 40% van 
de patiënten komt te overlijden als gevolg van deze acute longaandoening en 
helaas is er tot op heden nog geen volledig effectieve therapie gevonden.  
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Ontwikkeling van neutrofilie in de long 
Neutrofilie ontwikkelt zich in de long als longepitheel gestimuleerd wordt tot het 
maken van de al eerder genoemde chemokinen en cytokinen. Deze productie 
zet een signaal cascade inwerking, die tot gevolg heeft dat de in de bloedbaan 
circulerende neutrofielen aangetrokken worden tot de bron van de chemokinen 
en cytokinen. Zij zullen de bloedbaan uittreden en het betreffende weefsel, in 
dit geval de long, betreden. Aangekomen op de plaats van bestemming, zullen 
zij proberen de bron van de ontsteking uit te schakelen. De neutrofiel doet dit 
door het fagocyteren, “opeten en vernietigen” van schadelijke deeltjes en mi-
cro-organismen en door verschillende enzymen los te laten in de directe om-
geving. Een van deze enzymen is myeloperoxidase (MPO).  
 
Myeloperoxidase 
Enzymatische activiteit van MPO zorgt voor de productie van HOCl. HOCl, 
vergelijkbaar met huishoud chloor, is een effectief middel in het bestrijden van 
schadelijke indringers, zoals virussen en bacteriën. Daarom zijn neutrofielen 
ook vaak als eerste cellen aanwezig wanneer er een ontsteking ontwikkelt. De 
enzymatische activiteit van MPO zorgt ook voor de ontwikkeling van zuurstof- 
en stikstofradicalen. Radicalen zijn zeer reactieve deeltjes welke, indien in 
grote hoeveelheden aanwezig, schade kunnen toebrengen aan DNA en eiwit 
in hun directe omgeving.  
 
Naast het onschadelijk maken van geïnhaleerde stoffen en micro-organismen, 
heeft neutrofilie ook effecten op de aanwezige epitheelcellen. Het is van groot 
belang om de gevolgen van neutrofilie en MPO blootstelling, voor deze long- 
epitheelcellen te onderzoeken. Ook moet de reactie van longepitheelcellen op 
de aanwezigheid van neutrofielen en MPO onderzocht worden, omdat neutro-
filie in belangrijke mate bijdraagt aan verscheidene longziekten en hierdoor 
klinisch zeer relevant is.  
 
Doel van het onderzoek 
Het doel van dit promotie traject was om de respons van longepitheelcellen op 
infiltrerende neutrofielen te onderzoeken op molecuul, eiwit en cel niveau. Er is 
speciaal gekeken naar de bijdrage van myeloperoxidase.  
 
Celkweek studies en verschillende muismodellen van acute en chronische 
longontsteking zijn gebruikt om de bovengenoemde doelen na te komen. De 
resultaten van de verrichte studies zijn hieronder kort weergegeven. 
 
Effecten van acute neutrofilie en MPO op longepitheelcellen  
Om acute effecten van MPO tijdens neutrofilie te kunnen onderzoeken, heb-
ben we gebruik gemaakt van een celkweek model. In dit model lieten we long-
cellen in een petrischaal groeien en werden stoffen toegevoegd die in de hu-
mane situatie neutrofilie veroorzaken. Vervolgens werd MPO toegevoegd aan 
de cellen, alsof er neutrofielen aanwezig waren.  
total thesis definitief.pdf   138 4-4-2008   10:07:20
Chapter 9 
 139
Uit deze celkweek studies (hoofdstuk 2) is naar voren gekomen dat MPO 
blootstelling leidt tot zowel genetische schade (DNA) als ook schade aan ei-
witstructuren in longepitheelcellen. Verder is gebleken dat de reactie van long 
- op MPO beïnvloed wordt door de stimulus die de ontsteking veroorzaakt. 
Kortom, de reactie van asbest voorgestimuleerde epitheelcellen op MPO is 
niet gelijk aan de reactie van lipopolysaccharide (LPS, een onderdeel van de 
celwand van sommige bacteriën) voorgestimuleerde epitheelcellen op MPO.  
Omdat celkweek systemen niet zo complex zijn als levende organismen, zijn 
er ook muisstudies uitgevoerd. Hierbij is gebruik gemaakt van speciale muizen 
die geen MPO in de neutrofielen hebben, zogenaamde MPO knock-out 
muizen. Uit de dierstudies waarbij acute neutrofilie (door een eenmalige LPS 
toediening, hoofdstuk 4) of (4 dagen asbest inhalatie, hoofdstuk 3) werd 
geïnduceerd, is heel duidelijk naar voren gekomen dat MPO bijdraagt aan het 
infiltreren van neutrofielen in de long. Dit blijkt uit het feit dat MPO knock-out 
muizen veel minder neutrofielen in de long hadden na LPS of asbest blootstel-
ling dan normale (wild-type) muizen die wel MPO hebben. Verder hebben we 
in deze studies de resultaten van de celkweek studies kunnen bevestigen. 
Asbest geïnduceerde neutrofilie laat epitheelcellen anders reageren dan LPS 
geïnduceerde neutrofilie.  
  
Effecten van chronische ontsteking en MPO blootstelling op de long 
De effecten van MPO in chronische ontsteking zijn op twee verschillende ma-
nieren onderzocht. In de eerste studie (hoofdstuk 3) hebben wild-type en 
MPO knock-out muizen 30 dagen asbest ingeademd. Uit deze studie is geble-
ken dat, in tegenstelling tot acute neutrofilie, gebrek aan MPO het ontstaan 
van chronische longontsteking niet tegen kan gaan. Op het gebied van struc-
turele verandering in de long is naar voren gekomen dat asbest geïnduceerde 
fibrose in wild-type dieren niet verschillend is van fibrose in MPO knock-outs.  
In de tweede chronische studie (hoofdstuk 5) hebben wild-type en MPO 
knock-out muizen om de 3 dagen gedurende 4 maanden LPS in de longen 
gekregen. Ook in deze studie had MPO geen effect op het ontstaan van 
chronisch ontsteking. Hiermee werden de resultaten van de chronische asbest 
studie bevestigd. Dit in tegenstelling tot de structurele veranderingen na lang-
durige LPS blootstelling. In MPO knock-out muizen was er namelijk wel meer 
longemfyseem ontstaan na langdurige LPS blootstelling in vergelijking met 
wild-type dieren die met LPS waren behandeld. Ondanks dat de LPS behan-
delde muizen emfyseem hadden, is er geen verslechterde longfunctie gevon-
den bij deze dieren.  
 
In het laatste hoofdstuk hebben we onder andere getest of de verhoogde acti-
viteit van het signaaleiwit NF-B in longepitheelcellen van grotere luchtwegen 
een kritieke stap is in de ontwikkeling van neutrofilie als gevolg van asbest 
blootstelling. Hiervoor zijn wild-type muizen vergeleken met muizen de geen 
NF-B activiteit kunnen hebben in de longepitheelcellen van de grotere lucht-
wegen, zogenaamde transgene muizen. Resultaten van deze studie laten zien 
dat de transgene muizen minder neutrofielen in de long hebben en meer eo-
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sinofielen (een ander soort ontstekingscel) in vergelijking tot wild-type muizen. 
Hieruit kan geconcludeerd worden dat NF-B inderdaad bijdraagt aan de pro-
ductie van de cytokinen en chemokinen die verantwoordelijk zijn voor het infil-
treren van neutrofielen in de long.  
 
 
Slotopmerking 
Uit de hier beschreven studies kunnen we concluderen dat het van belang is 
de oorzaak van de neutrofilie mee te nemen in de ontwikkeling van therapieën. 
De reactie van longepitheelcellen tijdens neutrofilie hangt namelijk mede af 
van de oorzaak van de neutrofilie. Toekomstig onderzoek, gebruikmakend van 
celkweek en diermodellen in combinatie met verschillende neutrofilie veroor-
zakende stoffen, zal bijdragen aan een betere kennis van de verschillende 
humane longziekten en aan het identificeren van passende therapieën voor 
deze longziekten. 
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